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ABSTRACT 
Gestation is the main goal for in vitro fertilization. The embryo that has been developed outside the body will be 
transferred directly into uterus leading to the process of hatching, implantation, and pregnancy. However, approximately 85% of 
embryos that have been transferred were failed to implant and it might be caused by hatching failure. Hatching is the process of 
releasing embryo from zona pellucida. If this process does not occur, it will cause pregnancy failure. Assisted hatching is a 
mechanism that dealing with thinning, slicing or artificially making holes in the zona pellucida to improve hatching. The process 
can be applied both in fresh or frozen embryos. This review describes various methods in assisted hatching such as enzymatic, 
chemical, mechanical, and laser beam as well as their advantages and disadvantages. Generally, some researches show that the 
technology of assisted hatching can improve the percentage of hatching and implantation of the embryo. However, in spite of the 
benefits, there are such weaknesses find in the zona pellucida of the embryo that has been manipulated such as toxic hazard 
medium, the risk of damage to the blastomeres or monozygotic twinning. Therefore, it is advisable to perform assisted hatching 
in certain cases that tends to face obstacles during the process of hatching such factors as age, embryo quality, the thickness of 
the zona pellucida and the number of failures in the in vitro fertilization program. 
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ABSTRAK 
Kebuntingan merupakan tujuan utama yang akan dicapai melalui proses fertilisasi in vitro. Embrio yang telah 
dikembangkan di luar tubuh akan ditransfer kembali ke dalam rahim dan akan mengalami proses hatching, implantasi dan 
selanjutnya terjadi kebuntingan. Namun, diperkirakan 85% embrio yang ditransfer kembali gagal berimplantasi dan kegagalan 
proses keluarnya embrio dari zona pelusida (hatching) menjadi salah satu penyebabnya. Hatching adalah proses keluarnya 
embrio dari zona pelusida. Jika tahap hatching tidak terjadi maka kebuntingan juga gagal. Assisted hatching adalah teknologi 
berbantu yang dilakukan di laboratorium dan dikerjakan di bawah mikroskop dengan tujuan melakukan penipisan, penyayatan 
atau pembuatan lubang secara buatan pada zona pelusida untuk mempermudah terjadinya proses hatching. Assisted hatching 
tidak hanya diterapkan pada embrio segar, namun dapat pula dilakukan pada embrio beku. Ulasan ini menjelaskan berbagai 
metode assisted hatching (enzimatis, kimiawi, mekanis dan penggunaan sinar laser) beserta kelebihan dan kekurangannya. 
Secara umum, dari berbagai hasil penelitian menunjukkan bahwa teknologi assisted hatching mampu meningkatkan persentase 
keberhasilan hatching dan implantasi embrio. Selain keuntungan yang diperoleh dari penerapan teknologi ini, terdapat 
kelemahan pada embrio yang telah mengalami manipulasi pada zona pelusida seperti bahaya toksik medium, risiko kerusakan 
pada blastomer maupun terjadinya kembar monozigotik sehingga disarankan untuk melakukan assisted hatching pada kasus yang 
cenderung mengalami hambatan pada proses hatching seperti faktor umur, kualitas embrio, ketebalan zona pelusida dan jumlah 
kegagalan pada program fertilisasi in vitro yang telah dilakukan. 
Kata kunci: Hatching, assisted hatching, implantasi, fertilisasi in vitro, embrio 
PENDAHULUAN 
Kelahiran individu baru atau berketurunan adalah 
tujuan utama dari proses reproduksi. Terjadinya 
kelahiran individu baru diperoleh setelah melalui 
serangkaian proses yang saling berkaitan satu sama lain 
di dalam tubuh. Proses diawali dengan pematangan sel 
telur dan sperma yang didukung oleh lingkungan organ 
reproduksi yang mendukung agar dapat terjadi 
fertilisasi sehingga kemudian terbentuk embrio, terjadi 
kebuntingan dan kelahiran individu baru. Gangguan 
proses reproduksi secara alami untuk memperoleh 
keturunan dapat terjadi antara lain berupa gangguan 
ovulasi, gangguan pada tuba dan uterus atau gangguan 
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pada spermatozoa (Roupa et al. 2009; Raheem & Ralph 
2011). 
Perkembangan dan aplikasi teknologi reproduksi 
berkembang pesat dan salah satu pengembangan 
teknologi reproduksi yang dilakukan adalah teknologi 
reproduksi berbantu. Teknologi reproduksi berbantu 
dimanfaatkan untuk membantu menangani 
permasalahan gangguan reproduksi yang dapat 
menyebabkan kesulitan memperoleh keturunan. Salah 
satu teknologi reproduksi berbantu adalah Fertilisasi In 
Vitro (IVF) yaitu teknologi reproduksi yang 
memungkinkan sebagian proses terjadinya kebuntingan 
dapat berlangsung di luar tubuh melalui penerapan 
proses aspirasi dan maturasi oosit, pembuahan dengan 
spermatozoa dan perkembangan embrio dilakukan di 
luar tubuh (Uzelac et al. 2012). Dengan kata lain, 
embrio dihasilkan di luar tubuh dan pada saat embrio 
berumur tiga hari akan ditransfer kembali ke dalam 
uterus untuk memperoleh kebuntingan (Goldberg et al. 
2007). Teknologi IVF juga telah dikembangkan dengan 
metode mikroinseminasi yaitu Intracytoplasmic Sperm 
Injection (ICSI) dimana sperma secara langsung 
diinjeksi ke dalam sel telur sehingga diharapkan akan 
dapat meningkatkan keberhasilan kebuntingan 
(Yanagida 2009). Akan tetapi, angka keberhasilan 
kebuntingan menggunakan teknologi ini masih belum 
optimal yakni sebesar 40-60% (Turhan et al. 2011). 
Salah satu faktor penyebab rendahnya tingkat 
keberhasilan teknologi IVF adalah rendahnya 
keberhasilan embrio setelah ditransfer ke uterus yang 
dapat berimplantasi. Diperkirakan 85% embrio yang 
ditransfer kembali ke dalam rahim mengalami 
kegagalan implantasi. Dilaporkan hanya 10-15% 
embrio yang ditransfer pada hari kedua atau hari ketiga 
umur embrio mampu berimplantasi. Sedangkan tingkat 
keberhasilan implantasi embrio yang ditansfer pada 
tahap blastosis hanya mencapai 23-25% (Huisman et 
al. 2000). Penyebab rendahnya tingkat implantasi dan 
kebuntingan kemungkinan disebabkan oleh gangguan 
yang terjadi pada embrio. Diketahui bahwa kegagalan 
implantasi berkaitan erat dengan kualitas embrio (Shi et 
al. 2014), metode yang digunakan pada saat proses 
transfer embrio maupun kesiapan penerimaan 
endometrium. Kualitas embrio yang tidak baik dapat 
terefleksi dari ketidaknormalan yang terdapat pada 
embrio seperti ketebalan zona pelusida, jumlah 
blastomer dan rata-rata fragmentasi yang terdapat pada 
embrio (Bó & Mapletoft 2013). Kualitas embrio yang 
ditransfer bahkan dapat menjadi salah satu cara 
memprediksi keberhasilan kebuntingan yakni melalui 
determinasi kriteria morfologi embrio (Sugimura et al. 
2012). 
Lebih lanjut disebutkan bahwa gangguan 
fertilisasi dapat pula disebabkan oleh blastosit 
abnormal pada zona pelusida (Montag et al. 2008). Ada 
dugaan bahwa terjadi pengerasan pada zona yang 
terjadi selama embrio yang dikultur in vitro pada 
medium atau setelah mengalami proses pembekuan 
(Vanderzwalmen et al. 2013). Akibat dari gangguan ini 
embrio kesulitan mengalami proses hatching (Makrakis 
et al. 2006). Proses terjadinya kebuntingan melibatkan 
banyak fenomena biologi yang rumit dan unik yang 
saling berkaitan satu sama lain. Agar dapat terjadi 
kebuntingan, embrio harus dapat melekat pada dinding 
endometrium untuk berimplantasi (Koot et al. 2012). 
Hatching adalah proses keluarnya embrio dari zona 
pelusida. Untuk dapat melekat pada dinding 
endometruim, embrio harus terlebih dahulu keluar dari 
zona pelusida. Proses ini menjadi tahap krusial karena 
jika tahap hatching tidak terjadi maka kebuntingan juga 
gagal (Hammadeh et al. 2011). 
Beberapa pendekatan teknologi digunakan untuk 
mengatasi masalah kegagalan proses hatching. Salah 
satu teknologi yang banyak digunakan adalah Assisted 
Hatching (AH). Assisted hatching merupakan teknologi 
berbantu yang dilakukan di laboratorium dan 
dikerjakan di bawah mikroskop pada zona palusida 
sebelum embrio ditransfer ke dalam uterus untuk 
membantu agar embrio dapat keluar dari zona pelusida 
untuk kemudian berimplantasi pada dinding rahim 
(Feng et al. 2009). Dasar dari metode ini adalah 
memanipulasi zona pelusida secara buatan agar proses 
hatching dapat terjadi. Ada beberapa metode AH yang 
saat ini banyak digunakan diantaranya adalah penipisan 
zona (zona thinning), pelubangan zona (zona drilling), 
menghilangkan secara keseluruhan zona menggunakan 
bahan kimia, teknik mekanik maupun menggunakan 
laser (Valojerdi et al. 2008). 
Assisted hatching telah banyak diterapkan pada 
pusat kesehatan yang berkaitan dengan infertilitas pada 
manusia. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 
teknik AH yang dilakukan dapat meningkatkan hasil 
kehamilan dan jumlah kelahiran pada pasien yang 
diprediksi mengalami kesulitan kehamilan seperti usia 
yang telah melebihi 35 tahun, kualitas embrio yang 
tidak baik, embrio dengan ketebalan zona pelusidan 
lebih dari 13 µm atau pasien yang telah mengalami 
kegagalan pada program fertilisasi in vitro (Lanzendorf 
et al. 2007). Akan tetapi, beberapa laporan 
menunjukkan hal yang sebaliknya (Frydman et al. 
2006). Tulisan ini bertujuan mengemukakan berbagai 
teknik AH dan evaluasi keuntungan dan kerugian, serta 
potensi untuk dapat meningkatkan keberhasilan 
implantasi pada embrio. 
MEKANISME HATCHING 
Di sekeliling sel telur baik pada tahap 
perkembangan, ovulasi maupun saat berkembang 
menjadi embrio selalu dilingkupi oleh sebuah lapisan 
ekstraselular yang disebut zona pelusida (Goudet et al. 
2008). Struktur zona pelusida terutama terdiri dari 
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glikoprotein yang berperan dalam menambah atau 
membatasi perkembangan embrio serta kompetensi 
perkembangannya. Zona pelusida terbentuk pada    
tahap terakhir proses oogenesis. Dalam tahap 
perkembangannya, inisiasi bertambahnya ketebalan 
zona pelusida sesuai dengan pertambahan diameter sel 
telur. Ketebalan zona bervariasi 2-20 µm tergantung 
pada jenis spesies (Nara et al. 2006). Lebih lanjut 
dilaporkan oleh Nara et al. (2006) bahwa ketebalan 
zona pelusida akan menurun setelah mengalami 
fertilisasi. 
Pembelahan sel akan terjadi setelah proses 
fertilisasi dan pembelahan akan terus berkembang 
membentuk blastomer-blastomer. Fase selanjutnya 
adalah fase kompaksi yang ditandai dengan adanya 
perubahan pada pembatas blastomer yang menyatu satu 
sama lain untuk memulai kompaksi bersama-sama 
(Prados et al. 2012) Setelah 24 jam, embrio akan 
memasuki tahap kavitasi dan akan membentuk embrio 
blastosit yang ditandai dengan terbentuknya rongga 
berisi cairan atau yang disebut dengan blastocoel. Sel-
sel kemudian berdiferensiasi dengan sel-sel bagian tepi 
disebut trophectoderm (TE) dan sel-sel di bagian 
tengah disebut inner cell mass. Akumulasi air 
dihasilkan dari transportasi Na+ ke dalam blastosol dan 
terus ditingkatkan oleh kerja Na+/K-ATPase yang 
meningkatkan konsentrasi garam di dalam embrio 
dengan menarik air melalui mekanisme osmosis 
(Watson et al. 2004). Sebagai akibat dari akumulasi 
cairan yang terus meningkat, begitu pula dengan 
jumlah sel yang bertambah menyebabkan pembesaran 
pada blastosit. Pembesaran ukuran blastosit selanjutnya 
berakibat penipisan progresif pada zona pelusida 
(Brevini & Georgia 2013). Selain itu, sel-sel TE 
diketahui mensekresikan beberapa jenis asam amino 
seperti tripsin, plasmin, glutamin, insulin dan 
epidermal growth factor. Kedua kejadian utama yang 
terjadi pada embrio pada akhirnya akan mendesak 
blastosit keluar dari zona pelusida, tahap ini disebut 
dengan hatching. 
Setelah proses hatching, implantasi menjadi tahap 
selanjutnya yang akan dilalui oleh embrio. Implantasi 
embrio merupakan peristiwa perkembangan dinamis 
yang melibatkan serangkaian interaksi fisik dan 
fisiologis antara TE dan berbagai jenis sel endometrium 
seperti luminal, kelenjar epitel dan sel stroma (Lim & 
Dey 2009). Jika proses hatching telah terjadi itu artinya 
sel TE akan dapat berinteraksi dengan sel endometrium 
dan implantasi akan dapat terjadi (Wang & Dey 2006). 
Hatching menjadi salah satu tahap krusial pada 
keberhasilan kebuntingan karena jika hatching gagal 
terjadi maka embrio tidak dapat menempel pada 
endometrium dan artinya kebuntingan tidak akan 
terjadi (Taniyama et al. 2011). 
ASSISTED HATCHING 
Assisted hatching adalah teknologi berbantu yang 
dilakukan di laboratorium dan dikerjakan di bawah 
mikroskop dengan tujuan melakukan penipisan, 
penyayatan atau pembuatan lubang secara buatan pada 
zona pelusida dengan harapan mempermudah 
terjadinya proses hatching. Metode yang dilakukan 
adalah dengan melakukan manipulasi secara buatan 
pada ketebalan zona pelusida. Keuntungan yang 
diperoleh adalah dapat memastikan terjadinya koneksi 
awal antara embrio dan endometrium (Feng et al. 
2009). Beberapa metode AH telah dikembangkan dan 
dikategorikan ke dalam beberapa metode yaitu metode 
kimiawi (menggunakan asam tyrode) (Jones et al. 
2006), metode mekanis (pemotongan, penipisan, 
pelubangan menggunakan mikromanipulator) 
(Nakayama et al. 1998; Hershlag et al. 1999; Kim et al. 
2012), metode enzimatis menggunakan pronase (Sifer 
et al. 2006) dan metode terbaru yang saat ini 
berkembang adalah dengan menggunakan berbagai 
macam jenis laser (Ghannadi et al. 2011). 
 
(1) Proses kaviti blastocoel terbentuk kurang dari setengah volume embrio; (2) Blastocoel terbentuk hampir setengah dari 
volume embrio; (3) Blastosit terbentuk sempurna ditandai dengan blastocoel telah memenuhi semua bagian tepi embrio; 
(4) Blastosit mengalami ekspansi dan mulai terjadi penipisan zona pelusida; (5) Embrio memasuki tahap awal hatching, zona 
pelusida mulai terbuka (tanda panah); (6) Embrio telah mengalami hatching 
Gambar 1. Ekspansi blastosit dan hatching pada embrio 
Sumber: Kovačič & Vlaisavljević (2012) 
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Metode kimiawi 
Metode ini menggunakan larutan asam tyrode 
dengan pH 2,2. Metode ini menjadi metode yang paling 
sederhana karena hanya memaparkan embrio pada 
larutan asam tyrode untuk membuat sebuah lubang atau 
menghasilkan penipisan zona pada embrio. Terlebih 
dahulu embrio dipastikan tidak dapat bergerak dengan 
menahannya pada holding pipet. Pada saat yang hampir 
bersamaan pipet kedua dengan diameter 10 mikro yang 
beirisi larutan asam tyrode didekatkan pada zona 
pelusida dan dibuat lubang dengan menyemprotkan 
secara terkontrol larutan asam tyrode pada permukaan 
zona (Geber et al. 2011). 
Metode enzimatis 
Penipisan atau penghilangan zona pelusida pada 
metode AH dengan metode enzimatis dapat dilakukan 
dengan menggunakan pronase. Embrio ditempatkan 
pada medium yang telah ditambahkan 10 IU/ml 
pronase selama satu menit pada suhu 37°C untuk 
menginisiasi peregangan dan pelunakan pada zona 
pelusida. Pada umumnya zona pelusida akan meregang 
dan melunak setelah satu menit dipaparkan pada 
pronase. Embrio akan ditransfer kembali setelah zona 
pelusida menipis atau hilang secara keseluruhan. 
Keberhasilan kebuntingan dengan menggunakan 
metode ini dilaporkan mencapai 53% dengan 
persentase implantasi mencapai 33% (Sifer et al. 2006). 
Metode mekanis 
Assisted hatching dapat dilakukan dengan metode 
mekanis yaitu dengan membuat lubang buatan pada 
zona pelusida menggunakan microneedle (jarum 
dengan ukuran yang sangat kecil), teknik ini dikenal 
dengan Partial Zona Dissection (PZD). Embrio akan 
ditahan menggunakan holding pipet agar tidak bebas 
bergerak kemudian zona pelusida ditusuk 
menggunakan microneedle dengan sudut 30° dari arah 
yang berlawanan pada bagian kosong antara zona dan 
blastomer. Kemudian digesekkan pada holding atau ke 
dasar petri dish hingga zona pelusida tersayat. 
Teknik ini kemudian banyak dikembangkan 
melalui penelitian untuk mengoptimalkan hasil, antara 
lain dengan cross Mechanical Assisted Hatching 
(cMAH). Metode yang dikembangkan oleh Park et al. 
(2014) sebenarnya adalah pengembangan dari PZD. 
Namun, cMAH dikerjakan dengan membuat dua kali 
sayatan yang saling bersilangan. Setelah membuat satu 
sayatan pada bagian zona pelusida, embrio kemudian 
diputar 90° secara vertikal dan kemudian dibuat 
sayatan baru dengan posisi menyilang pada sayatan 
pertama. Teknik ini dapat dikerjakan dalam waktu satu 
menit tanpa membuat kerusakan pada blastomer dan 
keberhasilan hatching mencapai 80,6%. Pengembangan 
PZD juga dilakukan pada teknik Controlled Zona 
Dissection (CZD) yang dibedakan menjadi dua yaitu 
Long Zona Dissection (LZD) dengan panjang sayatan 
100 µm dan Moderate Zona Dissection (MZD) dengan 
panjang sayatan 66-65 µm. Teknik ini dilakukan 
dengan mengubah sudut holding pipet menjadi 65° 
sehingga memudahkan untuk membuat sayatan yang 
lebih panjang jika dibandingkan dengan teknik lainnya. 
Tingkat keberhasilan hatching pada LZD mencapai 
100% sedangkan MZD mencapai 71,8% (Lyu et al. 
2005). Keberhasilan implantasi embrio dengan teknik 
AH ini masih memerlukan kajian lebih lanjut. 
Laser assisted hatching 
Laser assisted hatching saat ini menjadi salah satu 
teknik yang banyak dikembangkan dalam aplikasi AH. 
Penggunaan sinar laser dianggap sebagai alat yang 
ideal untuk prosedur pembedahan mikro karena 
energinya lebih mudah untuk difokuskan kepada area 
objek yang dituju dan dapat menghasilkan ukuran 
lubang yang lebih konsisten (Hammadeh et al. 2011). 
Secara umum, prosedur yang dilakukan berupa metode 
kontak atau non-kontak UV laser. Metode UV laser 
kontak memerlukan alat berupa holding dan alat 
pemotong yang digunakan untuk menyampaikan 
panjang gelombang sinar ultraviolet (UV) yang 
disampaikan melalui pipet kaca atau optical fibre 
(Antinori et al. 1996). Berbeda dengan metode UV 
kontak, metode UV non-kontak tidak memerlukan alat 
sebagai penghantar gelombang, akan tetapi dikerjakan 
dengan mengatur besarnya energi dan jumlah 
pengulangan yang diberikan. 
Berbagai pengembangan metode AH 
menggunakan sinar laser terus dilakukan. Salah satunya 
adalah beberapa pengembangan penggunaan berbagai 
jenis sinar laser seperti 1,48 µm infrared laser diode 
(Park et al. 2014), ZILOS-TK infrared laser optical 
system (Makrakis et al. 2006), OCTAX laser shot 
system (Nishio et al. 2006) dan erbium-yttrium-
aluminium-garnet (Er:YAG) (Obruca et al. 1997). 
Jenis laser non-kontak yang menggunakan 
infrared dioda dengan panjang gelombang 1,48 µm 
dapat menghasilkan luasan area tembakan yang besar 
dan dapat dikerjakan hanya dalam waktu 10 detik (Park 
et al. 2014). Sekitar 50% embrio akan hacthing dengan 
sempurna tanpa mengalami kerusakan pada blastomer 
atau kekhawatiran pengaruh buruk antibiotik terhadap 
embrio jika sinar laser hanya digunakan untuk 
mengikis zona tanpa membuat lubang. Hasil 
pengamatan embrio dengan menggunakan mikroskop 
elektron menunjukkan bahwa lokasi awal sobekan pada 
zona terjadi pada lapisan yang mengalami pengikisan 
dominan sehingga menunjukkan bahwa teknik ini dapat 
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Tabel 1. Penggunaan berbagai jenis sinar laser pada teknik assisted hatching 
Jenis laser Luas pembukaan zona (µm) 
Jenis metode 
hatching 
Implantasi (%) Kebuntingan (%) 
LAH Kontrol LAH Kontrol 
1,48 µm laser diode 80 Penipisan zona 15,8 14,9 31,4 28,6 
1,48 µm laser diode 16-18 Penipisan zona 17,7 20,8 33,3 40,3 
Zilos-tk laser system 5-10 Pelubangan zona 51 - 43 - 
Octax laser shot system 5-10 Pelubangan zona - - 29,7 30,4 
Er:YAG laser 18 Pelubangan zona 14,4 6 40 16,2 
LAH: Laser assisted hatching 
Sumber: Disarikan dari hasil penelitian Obruca et al. (1994); Baruffi et al. (2000); Petersen et al. (2005); Makrakis et al. (2006); 
Nishio et al. (2006) 
menciptakan garis sobekan yang alami pada zona 
pelusida. Akan tetapi kekurangan dari teknik ini adalah 
kesulitan untuk mengontrol kedalaman pengikisan 
yang banyak dipengaruhi oleh faktor lain seperti 
pengalaman operator, ketepatan posisi sinar laser dan 
jumlah air yang terkandung di dalam matriks 
glikoprotein (Blake et al. 2001). 
Jenis sinar laser lain yaitu Er:YAG dengan 
diameter tip laser fibre 20 µm, energi yang digunakan 
sebesar 10 µJ dan kedalaman penetrasi 3 µm menjadi 
salah satu cara untuk melakukan AH. Teknik ini 
diketahui juga tidak menyebabkan kerusakan pada 
ultrastruktur embrio maupun sel telur (Gambar 2). 
Bentuk lubang dengan menggunakan sinar ini 
menghasilkan bentuk yang hampir bulat sempurna 
dengan bagian dalam menyerupai bentuk kerucut 
dengan ujung yang terpotong. Sinar ini sangat mudah 
diserap oleh air sehingga pengerjaan harus terfokus 
pada permukaan zona pelusida bukan pada medium 
kultur embrio (Obruca et al. 1997). 
ASSISTED HATCHING PADA EMBRIO 
POST-THAWING 
Kualitas embrio setelah proses pembekuan 
diketahui mengalami penurunan kemampuan untuk 
bertahan hidup dan menunjukkan persentase 
keberhasilan kebuntingan yang juga rendah (Taniyama 
et al. 2011). Perbandingan penurunan persentase 
kebuntingan antara embrio tanpa pembekuan dengan 
embrio yang telah dibekukan dapat mencapai 10-13% 
(Hasler 2001). Hal ini diduga disebabkan terjadinya 
kerusakan pada embrio setelah proses kriopreservasi. 
Akibat dari kriopreservasi menyebabkan terjadinya 
kerusakan pada zona pelusida dan embrio mengalami 
penurunan massa atau volume. Stres selama proses 
pembekuan juga menyebabkan kerusakan mikrovili 
atau membran plasma, pembesaran pada mitokondria 
dan terjadi akumulasi molekul debris. Hal ini pada 
akhirnya menyebabkan perubahan pada matriks 
glikoprotein dan memicu pengerasan pada zona 
pelusida sehingga menghambat embrio untuk dapat 
hatching dan menurunkan tingkat keberhasilan 
kebuntingan (Moreira Da Silva & Metelo 2005). 
Secara umum, keberhasilan kebuntingan 
menggunakan embrio yang dibekukan lebih rendah bila 
dibandingkan dengan menggunakan embrio tanpa 
pembekuan (Tucker et al. 1991). Berbagai metode AH 
dilakukan pada embrio pasca-pembekuan untuk dapat 
meningkatkan keberhasilan kebuntingan. Assisted 
hatching menjadi alternatif metode yang dapat 
membantu embrio pasca-dibekukan untuk dapat keluar 
dari zona pelusida dan meningkatkan potensinya untuk 
dapat berimplantasi (Tabel 2). 
KELEBIHAN DAN KEKURANGAN 
TEKNOLOGI ASSISTED HATCHING 
Kemampuan embrio untuk keluar dari zona 
pelusida menjadi syarat agar embrio dapat menempel 
pada dinding rahim dan terjadi kehamilan. Assisted 
hatching menjadi teknik yang dikembangkan untuk 
membantu meningkatkan keberhasilan implantasi 
embrio pada uterus. Pada manusia, penggunaan metode 
AH telah diterapkan pada banyak pusat-pusat 
pelayanan kesehatan infertilitas. Akan tetapi masih 
diperdebatkan penggunaannya hanya pada kasus 
tertentu atau dapat digunakan sebagai prosedur rutin 
dalam program IVF. Hal tersebut terjadi karena hingga 
saat ini keberhasilan atau keuntungan penggunaan 
teknik ini masih dalam perdebatan apakah teknologi ini 
secara nyata mampu memberi keuntungan (Valojerdi et 
al. 2008). 
Merujuk pada keuntungan maupun kerugian yang 
ditimbulkan akibat dari penggunaan teknologi AH, 
masing-masing teknik yang digunakan juga memiliki 
keunggulan sekaligus kelemahan pada praktik 
penerapannya. Seperti penggunaan asam tyrode yang 
diketahui bersifat toksik dan dapat menyebabkan 
kerusakan pada embrio jika larutan asam masuk
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(A) Embrio dipaparkan pada sinar laser Er:YAG (tanda panah); (B) Gambaran scanning pada embrio menggunakan mikroskop 
elektron setelah dilakukan AH dengan sinar laser Er:YAG; (C). Ultrastruktur zona pelusida pada membran ooplasma yang 
tergambar dari karakter permukaan mikrovili yang masih terjaga dengan baik 
Gambar 2. Penggunaan sinar laser Er:YAG 
Sumber: Obruca et al. (1997) 
Tabel 2. Keberhasilan implantasi embrio setelah dibekukan dengan berbagai metode assisted hatching 
Metode assisted hatching 
Keberhasilan implantasi (%) 
Referensi 
Embrio beku Kontrol 
Enzimatis pronase 9,6 9,2 Sifer et al. (2006) 
Asam tyrode 11,4 5,8 Gabrielsen et al. (2004) 
Laser    
Pelubangan 20,1 9,9 Balaban et al. (2006) 
Penghilangan 50% zona pelusida 52,0 10,0 Hiraoka et al. (2008) 
Pembelahan zona 25,0 28,0 Vanderzwalmen et al. (2013) 
 
ke dalam, merusak blastomer dan menyebabkan 
kematian sel. Metode ini juga tidak memiliki 
standarisasi dalam pembuatan ukuran lubang atau 
penipisan zona karena bergantung pada kemampuan 
dan pengalaman operator (Jones et al. 2006). Cohen et 
al. (1990) menyatakan bahwa apabila metode ini 
dilakukan pada embrio yang mencapai tahap blastosis 
atau telah mencapai tahap blastosis sempurna akan ada 
konsekuensi besar yang akan terjadi pada embrio yaitu 
hilangnya blastomer melalui zona pelusida yang telah 
terbuka. Akan tetapi, hal ini tidak terbukti seperti yang 
dilaporkan Fong et al. (1998) bahwa penghilangan zona 
secara keseluruhan dengan menggunakan metode 
enzimatis tidak menunjukkan kerusakan pada sel 
bahkan hingga pada saat akan ditransfer. Seperti halnya 
penggunaan teknik enzimatis penggunaan teknik 
mekanis adalah metode yang mudah, dapat dilakukan 
dengan waktu yang relatif cepat dan tidak memerlukan 
biaya yang besar akan tetapi ukuran sayatan yang 
dihasilkan sangat bervariasi dan sangat bergantung 
pada keahlian dan pengalaman operator (Cohen & 
Feldberg 1991). 
Assisted hatching yang diterapkan pada embrio 
beku juga perlu memperhatikan pengaruh yang akan 
ditimbulkan akibat penerapan teknik ini. Metode 
mekanis, kimiawi dan laser saat ini menjadi metode 
yang banyak dikembangkan untuk menjawab berbagai 
perdebatan yang muncul berkaitan dengan keberhasilan 
implantasi dengan menggunakan AH pada embrio 
beku. Meskipun penggunaan pronase memiliki 
keuntungan yaitu mudah untuk diterapkan dan tidak 
membutuhkan biaya yang besar serta mampu 
melindungi embrio dari pengaruh buruk lingkungan 
eksternal yang mampu merusak embrio jika zona 
pelusida dihilangkan, namun hasilnya tidak 
menunjukkan keberhasilan dalam meningkatkan 
implantasi embrio beku (Sifer et al. 2006). 
Penggunaan laser mampu meningkatkan 
keberhasilan implantasi pada embrio beku, akan tetapi 
metode ini membutuhkan biaya yang tinggi. Selain itu, 
perlu diperhatikan bahaya yang ditimbulkan akibat dari 
paparan sinar laser terhadap embrio terutama berkaitan 
dengan luasan daerah zona pelusida yang akan 
mengalami penipisan atau yang akan dihilangkan. 
Diketahui embrio dapat mengalami shock akibat dari 
paparan suhu yang tinggi yang ditandai dengan aktivasi 
produksi heat shock protein (Hartshorn et al. 2005). 
Akan tetapi, teknik laser AH lebih baik dalam 
keakuratan posisi target yang diinginkan dan menjadi 
alat yang ideal untuk bedah mikro (Makrakis et al. 
A B C 
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2006). Selain itu, penggunaan laser juga dapat 
menghemat waktu sehingga embrio tidak terlalu lama 
keluar dari lingkungan yang ideal dan mencegah 
penurunan kualitas embrio. Penggunaan laser juga 
meminimalkan embrio terpapar pada zat kimia yang 
merugikan. Akan tetapi, perlu diperhatikan panjang 
gelombang yang digunakan agar tidak merusak DNA 
embrio (Lanzendorf et al. 2007). Penggunaan metode 
pembelahan zona harus memperhatikan tingkat 
kesulitan pada pembuatan ukuran lubang yang 
konsisten dan risiko buruk yaitu terjadinya lisis pada 
blastomer selama proses berlangsung. Akan tetapi, 
kajian terhadap metode yang baik untuk meningkatkan 
keberhasilan implantasi pada embrio beku masih terus 
dilakukan terutama dengan pengembangan modifikasi 
metode yang saat ini banyak dikerjakan. 
Hal lain yang perlu menjadi pertimbangan adalah 
setelah aplikasi AH, zona pelusida akan terbuka dan 
menyebabkan embrio tidak terlindungi sepenuhnya dari 
lingkungan luar yang dapat menyebabkan kematian 
embrio atau merusak blastomer sehingga menurunkan 
kemampuan hidup embrio. Selain itu, embrio yang 
telah dimanipulasi pada zona pelusida akan sangat 
rentan terhadap toksisitas lingkungan organ reproduksi, 
mikroorganisme atau sel-sel imunitas pada saat proses 
transfer embrio. Selain itu, akibat dari pembukaan pada 
zona pelusida akan dapat meningkatkan risiko 
terjadinya kembar monozigot (monozygotic twining) 
(Aston et al. 2008). 
Berdasarkan pertimbangan kebaikan dan 
keburukan dari teknologi AH maka direkomendasikan 
tidak dilakukan pada semua embrio hasil IVF. Hingga 
saat ini, laporan dari berbagai penelitian masih 
menunjukkan hasil yang berbeda-beda pada aplikasi 
AH dalam peningkatan keberhasilan implantasi. Hal ini 
kemungkinan dapat terjadi karena keberhasilan embrio 
untuk berimplantasi tidak sepenuhnya dipengaruhi oleh 
embrio meski telah dilakukan AH untuk membantu 
berimplantasi, namun harus diperhatikan pula 
karakteristik atau riwayat pasien program IVF 
(Sagoskin et al. 2007). Aplikasi AH hanya dilakukan 
pada ketentuan keadaan umur ibu dan jumlah 
kegagalan program IVF yang telah terjadi pada pasien. 
Kualitas embrio yang tidak baik juga menjadi 
pertimbangan penggunaan teknologi AH. Transfer 
embrio dengan menggunakan embrio beku serta 
ketebalan zona pelusida yang lebih dari 13 µm juga 
direkomendasikan untuk dilakukan AH (Brezina & 
Zhao 2011). Usia ibu menjadi salah satu alasan AH 
dipergunakan karena semakin tua usia ibu maka risiko 
terjadinya penurunan pembentukan blastosis, 
perkembangan embrio juga menjadi lebih lambat dan 
kemampuan embrio untuk hatching semakin rendah 
(Tucker & Bal 2009). 
APLIKASI ASSITED HATCHING DI INDONESIA 
Kasus infertilitas yang dialami oleh pasangan 
suami istri memberikan dampak pada keadaan 
fisiologis baik pada suami maupun pada istri. Hal ini 
berkaitan dengan kultur budaya khususnya di Indonesia 
yang beranggapan bahwa setiap pasangan suami istri 
yang telah menikah kurang lengkap apabila belum 
mampu memiliki keturunan (Pranata 2009). Oleh 
karena itu, saat ini telah banyak berdiri pusat-pusat atau 
klinik infertilitas di Indonesia. Tujuannya adalah untuk 
memberikan bantuan kepada pasangan-pasangan suami 
istri yang mengalami masalah dalam memiliki 
keturunan. Program yang dilakukan oleh klinik 
infertilitas umumnya mencakup produksi embrio secara 
in vitro baik menggunakan teknologi ICSI ataupun 
dengan fertilisasi secara konvensional. Dalam 
perkembangannya, pusat-pusat kesehatan infertilitas ini 
terus meningkatkan pelayanan dalam menunjang 
keberhasilan program bayi tabung. Banyak teknologi-
teknologi yang dikembangkan diantaranya penggunaan 
teknologi AH, intracytoplasmic morphologically 
selected sperm injection dan preimplantation genetic 
diagnosis. 
Teknologi AH ditawarkan untuk membantu 
meningkatkan keberhasilan implantasi setelah proses 
transfer embrio. Akan tetapi, hingga saat ini sulit 
menemukan laporan-laporan ilmiah yang 
mengemukakan keberhasilan aplikasi AH di Indonesia. 
Selain itu juga belum ditemukan laporan penggunaan 
metode AH yang digunakan dalam aplikasi 
penggunaannya pada program bayi tabung. Jika 
merujuk pada nilai alat yang digunakan dalam metode 
pelaksanaan AH maka penggunaan laser dalam aplikasi 
AH tentu akan meningkatkan biaya pada program bayi 
tabung. Karena pihak klinik tentu membutuhkan biaya 
yang besar untuk melengkapi fasilitas klinik dengan 
alat laser AH. Tentunya hal ini akan berimbas pada 
peningkatan biaya program bayi tabung yang saat ini 
masih belum dapat dijangkau seluruh lapisan 
masyarakat Indonesia. Oleh karena itu, perlu dilakukan 
kajian metode aplikasi AH yang tepat digunakan di 
Indonesia terkait tingkat keberhasilan, keamanan 
embrio dan biaya program bayi tabung di Indoneia. 
Agar program ini tetap dapat dijangkau untuk seluruh 
lapisan masyarakat Indonesia. 
Hingga saat ini, belum ditemukan laporan 
penggunaan AH yang dimanfaatkan untuk 
meningkatkan keberhasilan kebuntingan pada ternak di 
Indonesia. Penggunaan hewan masih hanya sebatas 
sebagai hewan model pada penelitian-penelitian yang 
dilakukan. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh 
aplikasi AH memerlukan fasilitas dan peralatan 
laboratorium yang memadai untuk mendukung 
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keberhasilannya. Riset di Jepang dilakukan untuk 
memanfaatkan teknologi AH dengan tujuan 
meningkatkan nilai guna embrio sapi donor dengan 
kualitas yang tidak baik agar tetap dapat dimanfaatkan 
dan tidak terbuang sia-sia dan turut dirancang pula 
mikroskop stereo yang dapat berfungsi sebagai 
mikromanipulator dalam aplikasi AH sehingga 
memudahkan dan lebih praktis digunakan di 
peternakan (Taniyama et al. 2011). 
Indonesia memiliki potensi yang cukup besar 
dalam mewujudkan program swasembada daging 
nasional. Salah satunya melalui program produksi 
embrio secara massal secara in vitro. Program ini 
dikerjakan oleh Balai Embrio Ternak (BET) Cipelang, 
Bogor. Setiap tahun, BET Cipelang mampu 
memproduksi ribuan embrio baik secara in vivo 
maupun in vitro. Pada tahun 2015, BET Cipelang 
menghasilkan 1.805 embrio dengan berbagai variasi 
kualitas embrio yang dihasilkan (Balai Embrio Ternak 
2015). Dengan potensi yang dimiliki oleh Indonesia, 
tentunya teknologi AH menjadi salah satu peluang 
untuk meningkatkan keberhasilan kebuntingan program 
embrio transfer yang ada di Indonesia. Namun tentunya 
perlu pula ditunjang dengan fasilitas yang memadai 
untuk pelaksaan aplikasi ini terutama kemudahan 
pelaksanaan di lapangan. Oleh karena itu, perlu terus 
dilakukan riset dan kajian agar hal tersebut dapat 
terlaksana. 
KESIMPULAN 
Aplikasi teknik AH baik menggunakan metode 
enzimatis, kimiawi, mekanis dan sinar laser terhadap 
embrio hasil fertilisasi in vitro dapat membantu 
meningkatkan keberhasilan implantasi embrio. Akan 
tetapi, aplikasi teknologi ini direkomendasikan hanya 
pada resepien dengan kasus tertentu yaitu umur, jumlah 
kegagalan keberhasilan progran IVF, kualitas embrio 
yang tidak baik, embrio beku dan ketebalan zona 
pelusida >13 µm. Masing-masing metode AH memiliki 
kelebihan dan kekurangan pada penggunaannya. 
Namun, penggunaan teknik laser dengan berbagai jenis 
sinar yang berbeda dapat menjadi alternatif pilihan 
untuk digunakan pada aplikasi AH. Laser assisted 
hatching menjadi alat yang ideal untuk ketepatan dan 
akurasi posisi, waktu pengerjaan yang cepat sehingga 
dapat mencegah embrio terpapar lingkungan yang 
kurang ideal dan dapat mengurangi paparan zat kimia 
yang berbahaya pada embrio. 
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